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摘要 
双组分系统 TCS 包括感受外界信号刺激的组氨酸激酶 HK 和调控基因转录
的应答调节蛋白 RR，是许多病原菌应对外界环境变化的主要调节系统。HK 能
感受如温度、氧浓度、渗透压、pH、菌浓度、抗生素等条件的变化，并对下游
的 RR 进行磷酸化。被磷酸化激活的 RR，有 60%可以行使转录因子的功能，对
相应的基因进行调控，从而使致病菌在压力环境下的生存能力大大增强。  
TCS 存在于几乎所有的病原菌中，但却未在动物和人类中发现，这使得针对
TCS 进行药物设计成为一个非常热门的领域。目前，已经开发了一些针对 TCS
有明显抑制效果的小分子，但对这些抑制剂作用的具体位点仍不明确。所以，用
结构生物学解析 TCS的结构是针对 TCS 药物设计非常有力的手段。 
在众多 TCS 中，VicK/VicR 是葡萄球菌属、李斯特菌属、芽孢杆菌属和肠球
菌属等病原菌生长所必须的 TCS。本文针对变异链球菌中 VicK/VicR 为模型来研
究 TCS 信号转导系统，我们成功克隆表达了变异链球菌 VicK完整的胞内区，并
且用 X-射线衍射晶体学的方法成功解得其结构，所得到晶体的最高衍射分辨率
为 3.3Å。我们所解出的 VicK 结构，也是第一次在 TCS 领域中获得的完整胞内
HK 结构。随后的VicK激酶活性实验表明，VicK的DHp螺旋弯曲区域和DHp/CA
相互作用面是 VicK行使自磷酸化和转磷酸化的关键区域，其中的关键氨基酸是
非常有潜力的药物靶点。 
另外，我们成功的解析了 VicK与抑制剂的复合体结构，由于晶体分辨率不
够高，我们只能初步确定抑制剂的结合位点是在 VicK的 ATP 结合口袋中，从而
推测这一抑制剂很有可能是通过竞争 ATP 来抑制 VicK的活性。 
最后，我们用 SPR实验检测出VicK与VicR的亲和力常数为 673nM，而VicK
与磷酸化的 VicR 亲和力常数为 73nM，这说明磷酸化状态下的 VicR 与 VicK 的
结合能力更强。我们之后成功得到 VicK/VicR 复合体的晶体，遗憾的是这些晶体
都不能给我们理想的结果，实验需要进一步的优化。 
 
关键词：VicK晶体结构、DHp弯曲、VicK/VicR 复合体 
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Abstract 
Two component system (TCS) including sensing Histidine Kinase (HK) and 
transcription factor Response Regulator (RR) is the major regulatory system in 
pathogenic bacteria. An HK can phosphorylate and activate its cognate RR upon 
changes of environments, such as temperature, oxygen, tension, pH, nutrition and 
antibiotics. After being activated, over 60% RRs serve as transcription factors to 
regulate specific gene expression for pathogens to survive in stress environment.  
TCSs have been found in almost all of the pathogenic bacteria but not in animals 
and human beings, which makes them potential targets for new antibiotic designs. 
Many inhibitors have been developed in recent years, but the mechanism of inhibition 
is less understood. Therefore, the structures of TCSs are important for further 
antibiotic designs.  
We used Streptococcus mutans VicK/VicR, which is an essential TCS for several 
pathogens, including staphylococcus, listeria, bacillus and enterococcus, as a model 
system to study the molecular mechanisms of TCS mediated signal transduction. We 
expressed and purified a complete cytoplasmic portion of S. mutans VicK and solved 
its crystal structure at 3.3 Å resolution. Our kinase analyses indicated that the DHp 
helical bending and the DHp/CA interface were critical for VicK kinase activity.  
We also solved a crystal structure of VicK and inhibitor complex and successfully 
identified a possible inhibitor binding region at ATP binding pocket, suggesting ATP 
and the inhibitor are mutually competitive although we currently can not define its 
structure due to low resolution.  
Finally we measured the VicK/VicR binding affinity of 673 nM using SPR. 
Interestingly, VicK/VicR interaction was enhanced by phosphorylation, where 
phosphorylated VicR treated with acetylphosphate binds VicK at 73 nM. We futher 
attempted crystallization of this complex, but unfortunately, diffraction of these 
crystals are currently very poor. 
Key Words: VicK structure, DHp bending, VicK/VicR complex 
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第一章 前言 
1.1 双组分系统简介 
1.1.1 细菌应对外界刺激与双组分系统 
    生物体的生存离不开外界环境，所以面对外界环境中每时每刻的变化，例如
温度、阳光、养分、渗透压、pH、氧浓度等因素的改变，所有生物体必须非常
迅速并且有效的来应对。对于动物、植物这些组成较复杂的生物体，其本身就具
有各种各样的信号调节系统，当外界环境改变时，这些调节系统可通过对相应基
因的调控使生物体来适应环境。然而对于组成简单的生物体，如细菌、酵母等单
细胞生物，它们应对外界环境变化时调节的措施就相对有限。一般的细菌会在四
个水平上进行调节：独立的基因或蛋白水平、全部的调节子水平、单个细胞水平
（通过迁移或出芽）、多细胞水平（通过群体感应或生物膜形成）[1]。 
对于细菌相对有限的调节系统来说，双组分系统（Two Component System，
TCS）是最重要的调节系统。在 1986年，Nixon 和 Ronson 在研究根瘤菌 RP501
时发现了 ntrB/ntrC 这两个与生物固氮相关的基因，也第一次定义了双组分系统
这一概念[2]。研究发现，几乎在所有的细菌中都存在 TCS 基因，而且每种细菌
平均拥有 52种 TCS[3]，例如在大肠杆菌（Escherichia coli）中有 62种 TCS 蛋白，
枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）中有 70种，而黄色粘球菌（Myxococcus xanthus）
中有多达 251 种[4]。随着对 TCS 研究的深入，先后在真菌，古细菌还有少部分
的真核生物中也发现了 TCS[5]，例如拟南芥中的乙烯应答基因 ETR1[6]和可以调
节酿酒酵母中 MAP 激酶级联反应的 TCS[7]等，但目前还未在动物和人类中发现
有 TCS 的存在。 
双组分系统包括组氨酸激酶 HK（Histidine Kinase）和应答调节蛋白 RR
（Response Regulator），其中 HK可以感受外界信号使得其保守的组氨酸被磷酸
化，随后这一信号通过 HK磷酸化 RR 而传递到下游，最终磷酸化的 RR 通过结
合到相应基因上来调控相应蛋白的转录，从而使细菌对外界的刺激做出反应[8]。
虽然有些菌种中有多达 200种 TCS，但不同的 HK都有特异的 RR 与其对应，少
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
2 
 
部分的 HK 有两种 RR 与之对应。最近的研究发现，不同的 TCS 之间可以进行
交叉对话（Crosstalk），即一对 TCS 中的 HK 除了可以磷酸化与其配对的 RR，
在一定情况下也可以对其他的 RR 进行磷酸化。例如在大肠杆菌中，PhoR/PhoB
和 VanS/VanR 是两组不同的 TCS，其中 PhoR和 VanS 是 HK，当体内 vanS基因
缺失时，PhoR 不仅能磷酸化 PhoB而且还能磷酸化 VanR[9]。 
HK是细菌主要感受外界信号的感受器，它们能感受外界环境的变化、细菌
菌浓度变化、抗生素等刺激，从而使细菌做出相应的应激反应。HK的种类很多，
功能也各异，目前已经发现能感知细菌外界环境的因素及所对应的 HK 如表 1.1
所示。 
 
表 1.1：细菌 HK受体感受的外界配体[1] 
Tab. 1.1: Examples of known bacterial HK receptor-ligand interaction 
Type of signal 
sensed 
HK  ligand Organism 
 
 
 
Enviromental 
condition 
NarX
[10]
 
TorS
[11]
 
PhoQ
[12]
 
CitA
[13]
 
TodS
[14]
 
FixL
[15]
 
DosS
[16]
 
AgrC
[17]
 
Nitrate/Nitrite 
Trimethlamine-N-oxide 
Divalent cations 
Citrate 
Toluene 
O2 
O2, CO, NO 
AIP(autoinducing peptide) 
E. coli 
E. coli 
E. coli 
K. pneumoniae 
P. aeruginosa 
B. japonicum 
M. tuberculosis 
S. aureus 
Cell density ComD
[18]
 
LuxQ
[19]
 
CSP 
AI-2(autoinducer 2) 
Streptococcus spp. 
Many species 
Antibiotics VanS
[20]
 Vancomycin S. coelicolor 
 
不同的 HK 感受的外界信号都有所不同，例如大肠杆菌中的 NarX[10] 和
TodS
[14]可以分别感知外界硝酸盐和甲苯分子，在肺炎克雷伯氏菌（K. pneumoniae）
中的 CitA[13]能感知柠檬酸的浓度变化，而结合分支杆菌（M. tuberculosis）中的
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DosS
[16]则是负责应对外界氧气浓度变化的 HK。在很多菌中，菌浓度的变化会使
细菌做出相应的应激反应，有些是受自诱导因子 2（AI-2）的调控，当菌浓度升
高时，AI-2的浓度也会增加， HK中的 LuxQ[19]可以感受这一信号，使细菌做出
相应的措施。为了使细菌不受抗生素的干扰，天蓝色链霉菌（S. coelicolor）中的
VanS
[20]是一种可以感受外界抗生素的蛋白，它能特异性的结合万古霉素，使细
菌不受抗生素的侵扰。 
1.1.2 双组分系统的功能 
不论是革兰氏阳性还是革兰氏阴性的病原菌都拥有 TCS，它们在病原菌中不
但可以使病原菌应对外界环境的各种变化，调控相应基因的表达，其中的有一些
TCS 甚至是病原菌生长所必须的。如表 1.2所举例的影响病原菌存活的 TCS，当
这些 TCS 缺失时，病原菌将无法存活。 
 
表 1.2：病原菌生长所必须的 TCS 
Table 1.2: Essential TCSs for pathogenic bacteria growth 
Bacterium Essential TCS(HK/RR) Disease 
S. aureus 
S. pneumoniae 
S. mutans 
S. pyogenes 
S. epidermidis 
E. faecalis 
 
M. tuberculosis 
Helicobacter pylori 
S. aureus 
VicK/VicR 
VicK/VicR 
VicK/VicR 
VicK/VicR 
VicK/VicR 
VicK/VicR 
 
MtrB/MtrA 
HP165/HP166 
YhcS/YhcR 
Opportunistic infection
[21]
 
Pneumoniae
[22]
 
Caries
[23]
 
Necrotizing fasciitis
[24]
 
Opportunistic infection
[25]
 
Urinary tract infection
[26]
 
Bacterial endocarditis 
Tuberculosis
[27]
 
Chronic gastritis
[28]
 
Opportunistic infection
[29]
 
 
从表中可以了解到，能够引起肺炎的肺炎链球菌（S. pneumoniae）、导致龋
齿的变异链球菌（S. mutans）、能够引起坏死性筋膜炎的化脓性链球菌（S. 
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pyogenes）以及可引起尿路感染的粪肠球菌（E. faecalis）等病原菌中，VicK/VicR
是关键的 TCS，它们能影响细胞对毒力因子的调控和细胞壁的形成，是这些病原
菌生长所必须的；而在能够引起肺结核的结合分枝杆菌中，MtrB/MtrA 能够调控
结核杆菌的增殖[27]，也是其生长所必须的 TCS；在引起慢性胃炎的幽门螺杆菌
（Helicobacter pylori）中，HP165/HP166 对幽门螺杆菌的生长至关重要，当敲除
RR HP166 后，细菌将无法生长[28]。除了上述病原菌生长所必须的 TCS，还存在
有一些重要功能的 TCS，虽然它们的缺失不会直接导致病原菌的死亡，但会严重
影响病原菌在某些方面功能，如表 1.3所举例的病原菌重要的 TCS。 
 
表 1.3：病原菌重要的 TCS 
Table 1.3: Important TCSs in pathogenic bacteria 
Bacterium TCS(HK-RR) Function 
Enterhemorrhagic 
Escherichia coli 
 
 
S. aureus 
 
S. pneumoniae 
 
E. faecalis 
 
 
P. aeruginosa 
 
Salmonella enterica 
 
QseC/QseB 
 
 
 
AgrC/AgrA 
ArlS/ArlR 
CiaH/CiaR 
 
FsrC/FsrA 
 
VanS/VanR 
GacS/GacA 
 
PhoQ/PhoP 
 
Quorum sensing regulation of the 
flagellar regulon
[30]
 
Regulation of the LEE gene
[31]
 
Shiga toxin 
Adhesion
[32]
, Invasive factor
[33]
 
a-toxin, b-haemolysin, lipase
[34]
 
Cofotaxime resistance 
Cell competence
[35]
 
Protease
[36]
 
Cell density regulation
[37]
 
Vancomycin resistance
[38]
 
Lipase, Elastase, 
Biofilm
[39, 40]
 
Virulence, Carionic antimicrobial 
Peptide resistance
[41, 42]
 
 
肠出血性大肠杆菌（Enterohemorrhagic Escheichia coli, EHEC）能够引起溶
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血性尿毒症和血性腹泻，当它的细胞浓度增加时，毒力因子基因 LEE（locus of 
enterocyte effacement）会被激活，使得这一致病菌可以侵害宿主细胞[43]。而 EHEC
中的 QseC/QseB 正是调控 LEE 这一毒力基因的 TCS，QseC 可以识别细胞分泌
的自诱导因子 AI-3、肾上腺素、去甲肾上腺素，从而激活 QseB 和下游的 LEE
基因[31]。在金黄色葡萄球菌中，AgrC可以识别病原菌分泌的自诱导短肽 AIP 而
被激活，激活后的 AgrC 可以将信号传递给下游的 AgrA，接着下游表达蛋白酶、
脂酶、分泌毒素的等毒力因子的基因被激活，使病原菌对宿主细胞的破坏能力大
大增强[33]。另一对 ArlS/ArlR 则是通过影响 α毒素、β 血溶素、脂酶等毒力因子，
是致病菌在侵染宿主时又一对重要的 TCS。另外，绿脓杆菌中的 GacS/GacA、
沙门氏菌（Salmonella enterica）中的 PhoQ/PhoP 等 TCS 也主要与病原菌的毒力
因子有关，它们对病原菌发挥致病性有着非常重要的作用。 
除了调控细菌的毒力因子，有一些关键的 TCS 能特异性的识别抗生素，使
病原菌具有抗药性。如粪肠球菌中的 VanS/VanR 系统，能够特异性的识别万古
霉素，使病原菌对万古霉素 Vancomycin 有抵抗性[38]。VanS 在感受到外界有万古
霉素后被激活，随后将激活信号传递给 VanR，激活后的 VanR 可以激活万古霉
素抗性基因 vanH、vanA 和 vanX，使得细菌带上万古霉素抗性，同时 vanS/vanR
基因也被激活，使得这一激活信号得到更快的扩张[44]。VanS/VanR 系统不仅存在
于粪肠球菌中，也存在于屎肠球菌和金黄色葡萄球菌中，使这两种致病菌也能对
万古霉素产生抗性。另外，肺炎链球菌中的 CiaH/CiaR 系统与调控药物头孢噻肟
Cafoxaime相关，在 CiaH的突变株中还发现细菌对外界的敏感性大大降低[35]。 
无论是病原菌生长的必须 TCS 还是非必须 TCS，它们在病原菌侵染宿主还
是抵御抗生素上都有非常重要的作用，这使得 TCS 成为潜在的药物设计靶点。 
1.1.3 双组分系统的基本组成 
典型的双组分系统包括组氨酸激酶 HK 和应答调节蛋白 RR，组氨酸激酶最
早是在 1962 年 Boyer 在研究牛线粒体裂解蛋白时发现的[45]，HK 的磷酸化不同
于一般氨基酸以 P-O 键，而是以 P-N 键连接磷酸基团，P-N 键比 P-O 键热力学
动态性高的多[46]。由于 P-N 键的热力学高动态性，磷酸基团比较容易从磷酸化
的 HK上脱离出来，这一性质非常有利于 HK 将其磷酸基团转移到其他小分子或
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